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要   旨 
  
肝臓は、物質代謝や解毒において、それぞれ重要な役割を果たしている [1]。それ故、肝臓は、
化学物質の毒性が最初に顕れやすい臓器である。厚生労働省が発表した平成 26年簡易生命表に
よると男性の平均寿命は 80.50年、女性の平均寿命は 86.83年となっており、年々伸長している。
医薬品の服用は我々が生活するうえで、いまや欠かせないものとなっており、平均寿命の伸長に
貢献していることは疑う余地はない。その一方で、医薬品の服用により、肝臓に障害を引き起こ
し、場合によっては死亡する事例も報告されている [2]。しかし、定期的な肝機能検査や食欲不
振などに注意をする程度に留まっており、根本的な予防法や治療法は確立されていない。このこ
とから、致死を引き起こす薬物性肝障害に対する研究を行うことは重要と考えられる。 
四塩化炭素 (CCl4) は種々の動物で肝臓に重篤な障害を起こす。その病態がヒトの肝障害と非
常に類似しているため、急性肝障害・肝硬変・肝再生のメカニズムの研究等に広く用いられてい
る [3]。また、CCl4は肝障害を引き起こすことが広く知られている一方で、腎臓・脳・生殖器な
どにも毒性を示すことが明らかとなっている [4, 5]。そのメカニズムとして、シトクロム P450 
(CYP2E1) によって代謝された後、トリクロロメチルラジカル (・CCl3)、過酸化トリクロロメ
チルラジカル (・OOCCl3) 、ホスゲン (COCl2) 等の反応性の高い中間代謝物が生じ、これらが
脂質過酸化、グルタチオンと結合し、その結果、毒性発現が惹起されることが提唱されている[6]。
CCl4を用いた研究は 1960年代から開始され、今なお精力的に行われている。しかしながら、そ
れらのほとんどは低濃度の CCl4投与に限定され、肝障害マーカーであるアラニントランスアミ
ナーゼ (ALT) やアスパラギン酸トランスアミナーゼ (AST) および肝臓の組織学的検討に焦点
が当てられている [7, 8]。その一方で、致死作用を示す高濃度の CCl4を投与し、致死を抑制す
る個体レベルの毒性防御の研究は、ほとんど見られない。CCl4 は肝障害モデル化合物であるこ
とから、モデル化合物による致死毒性に対する防御機構の研究を行うことで、実際の薬物性肝障
害に応用できると考えた。そこで、本論文では致死を引き起こす高濃度の CCl4に対する毒性防
御機構を検討すると共に、肝障害を引き起こす因子とその機構の探索を行った。 
 
第 1 章では、致死を引き起こす投与量を探索すると同時に、致死作用を抑制する化合物の探
索を行った。まず、致死を引き起こす投与量を探索することを目的に、1-16 g/kg の用量で、経
口・腹腔内・皮下投与の 3種類の投与経路による CCl4致死毒性を検討した。使用した動物とし
て、8週齢の ddY雄性マウスを用いた。24時間後における死亡率を投与経路による違いを比較
すると、皮下投与では検討した濃度域ではマウスの死亡が認められなかった。経口投与では 16 
g/kgでのみ 6割のマウスが死亡した。腹腔内投与では 4 g/kgの投与量で 8割の死亡が認められ、
8 g/kg以上の投与量ではすべてのマウスの死亡が確認された。この結果から、4 g/kg の用量を 
 
 
 
 
腹腔内投与することで CCl4致死毒性を検討することとした。次に、CCl4を投与する 24 時間前
に亜鉛またはカドミウムを前投与した際の致死毒性を検討した。その結果、CCl4 単独投与と比
較すると、改善傾向は認められたが、完全な致死毒性抑制効果は認められなかった。そこで、亜
鉛の前投与を CCl4投与 3 日前から 24 時間ごとに 3 回前投与すると、CCl4投与 24 時間後の致
死は完全に抑制された。 
 
第 2章では亜鉛の前投与における CCl4致死毒性抑制の作用機構の解明を肝臓と腎臓での臓器
ごとによる影響を検討した。まず、肝臓においては肝障害の指標となる血漿中の ALT及び AST
の値は CCl4によって上昇するが、亜鉛の前投与でそれぞれ有意な減少が認められた。次に、酸
化ストレスの指標として、チオバルビツール酸 (TBA) 反応を用いて、肝臓中の脂質過酸化を測
定したところ、血漿中の ALTや ASTと同様の推移を示した。さらに生化学的解析と並行して
組織学的解析を行った結果、CCl4投与によってクロマチンの凝縮・核消失・好酸球・グリコー
ゲン消失などが認められたが、それらが亜鉛前投与によって正常状態レベル付近にまで回復し
た。また、亜鉛の前投与によって肝臓中の抗酸化力が増加し、その中でメタロチオネイン (MT) 
の有意な上昇が認められた。MTはラジカルスカベンジャー能を有しており、その作用は生体内
抗酸化物質として知られているグルタチオンより 300倍以上強いことが報告されている [9]。ま
た、亜鉛前投与によって増加した MTが CCl4によって 40 %以上減少した。このことから、MT
が肝臓における CCl4毒性を抑制していることが示唆された。 
さらに、腎臓においても同様に検討したところ、CCl4によって増加した血漿中のクレアチニ
ンおよび尿素窒素、腎臓中の脂質過酸化が亜鉛の前投与で減少した。また、肝臓と同様に腎臓に
おいても亜鉛前投与で MTに起因した抗酸化力の増加が認められ、さらに亜鉛前投与によって
増加した MTが CCl4によって 70 %以上減少した。このことから、肝臓・腎臓の両臓器におけ
る CCl4の毒性抑制機構として、MTが関与していることは明らかである。また、腎臓において
も組織学的検討を実施したが、その傷害部位は近位尿細管に限局されており、肝臓と比較すると
傷害の度合いは小さかった。 
  
第 3章では、CCl4以外の肝障害惹起化合物であるブロモベンゼン (BB) でも同様の結果が得
られるか検討した。8 週齢の ddY系雄性マウス 12匹に対して、1.2 g/kgの用量の BB を腹腔内投
与すると、投与 24 時間で 7 匹のマウスの死亡が確認された。また、48時間後で 11 匹のマウス
が死亡した。その一方で、亜鉛を前投与すると、72時間で 1匹のマウスが死亡したが、48 時間
までは死亡例は観察されなかった。 
次に BB投与 18 時間後における肝臓への障害に対する亜鉛の効果を検証した。血漿中の ALT
及び ASTの値は BB投与によって有意に上昇するが、亜鉛の前投与ではそれぞれ正常値に限り 
 
 
 
 
なく近い値であった。次に、肝臓中の脂質過酸化を測定したところ、血漿中の ALTや ASTと 
同様の推移を示した。さらに生化学的解析と並行して組織学的解析を行った結果、BB投与によ 
って中心静脈付近に広範囲の壊死が認められたが、それらは亜鉛前投与によって正常状態レベル 
であった。また、亜鉛の前投与によって肝臓中の抗酸化力が増加し、その中で MT の有意な上
昇が認められ、その MTは BB投与によって有意に減少した。さらに、腎臓においても同様に
検討したところ、BBによって増加した腎障害が亜鉛の前投与で軽減することを明らかとした。
このことから、肝臓・腎臓の両臓器において、亜鉛前投与が BBの毒性を抑制し、その抑制機構
として MTの関与が示唆された。 
 
 第 4章では、肝障害に関与する因子としてカルシウムに着目し、CCl4毒性発現にカルシウム
が関与するか否か検討した。そこで、4週齢の雄性 ddYマウスにカルシウム欠乏食を 4週間給
餌した。カルシウム欠乏食は AIN-93を基準に作成し、自由摂食下で飼育をした。また、2週間
ごとに血漿中のカルシウム濃度を測定した。その結果、給餌開始の 2週間で早くもカルシウム
の低下が認められ、給餌 4週間では約 30 %の血漿カルシウム濃度の低下が認められた。その一
方で、体重や肝機能および腎機能に影響は認められなかった。この条件下で 2 g/kg の用量 (非
致死量) の CCl4を腹腔内投与したところ、投与 6時間及び 24時間後において、通常食のマウ
スと比較して、血漿中の ALTおよび ASTの有意な減少が確認された。また、血漿中のクレア
チニンおよび尿素窒素においては 2群間で差は確認されなかった。肝臓において、TBA反応に
よって脂質過酸化を測定したところ、カルシウム欠乏食では脂質過酸化の亢進は認められるもの
の、その程度は通常食のマウスより低いことが確認された。さらに、組織学的検討でも、生化学
的検討を反映した結果が得られた。すなわち、通常食のマウスよりもカルシウム欠乏食のマウス
は肝傷害が軽度であった。そして、カルシウム欠乏食による毒性軽減の作用点を明らかにするこ
とを目的に CYP2E1の mRNA発現レベルをリアルタイム RT-PCR法で検討した。その結果、
CCl4によって CYP2E1の mRNA発現レベルの減少は認められるが、そのレベルは両群で同等
であった。このことから、低カルシウム血症による CCl4肝障害軽減の作用点としてはラジカル
生成以降の段階から脂質過酸化の間で起こる可能性が考えられた。 
 
これまで、CCl4を含めた肝障害を引き起こす化合物において、肝臓中のカルシウム増加は認
められるが、それらは細胞死の終末現象として捉えられていた [10]。しかしながら、カルシウ
ムが細胞死の終末以外のイベントにも関与することを初めて見出した。カルシウムは医薬品や健
康食品等で広く使用されている。本研究では、それらを過剰に摂取すると肝障害の作用増強を示
唆するものである。今後、実際の薬物性肝障害を引き起こす薬物とカルシウムの関与を網羅的に
検討していくことで、薬物の副作用の軽減に繋がると考えられる。また、肝臓特異的にカルシウ 
 
 
 
 
ムを阻害するような薬物を開発することが出来れば、肝障害に対する特効薬となりうることが期
待できる。そして、これらの作用機序が普遍的であれば、肝障害だけでなく、他臓器による障害
に対しても応用可能な万能薬になりうる可能性も秘めている。今後、これらの研究が進むことを
期待したい。 
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